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I_ INTRODUCCIÓN – LINFOMA DIFUSO DE CÉLULAS GRANDES 
 
Definición 
De acuerdo a la clasificación de tumores linfoides y hematopoyéticos de la WHO 2008, el 
linfoma difuso de células grandes (LDCG) se define como una neoplasia de linfocitos B de gran 
tamaño con tamaño nuclear igual o superior al del núcleo de un macrófago o más de dos veces 
el tamaño de un linfocito normal, con un patrón de crecimiento difuso. 
Estudios morfológicos, biológicos y clínicos han subdividido el LDCG en variantes morfológicas, 
moleculares e inmunofenotípicas, con subtipos y entidades bien definidas (Tabla 1). 
 
Epidemiología 
El LDCG NOS constituye el 25-30% de los LDCG en adultos. Es más frecuente en ancianos. La 
edad media de presentación es en la séptima década, aunque también aparece en niños y 
adultos jóvenes. Es discretamente más frecuente en varones que mujeres (Armitage, 1998). 
 
Etiología 
La etiología del LDCG NOS sigue siendo desconocida. Generalmente aparece de novo 
(primario), pero también puede aparecer como una progresión o transformación (secundario) 
de un linfoma menos agresivo, como la leucemia linfática crónica, el linfoma folicular, el 
linfoma de zona marginal o el linfoma de Hodgkin de predominio nodular linfocítico. Las 
inmunodeficiencias primarias son un factor de riesgo significativo para el LDCG. Los LDCG NOS 
que aparecen en el contexto de inmunodeficiencias son más frecuentemente Epstein-Barr  
(EBV) positivos que los LDCG NOS esporádicos. En LDCG sin inmunodeficiencia, la tasa de 
infección por EBV es aproximadamente del 10%. (Hummel, 1995), (Park, 1999) 
 
Áreas de afectación 
Los pacientes pueden presentarse con afectación nodal o extranodal; en un 40% de los 
pacientes existe inicialmente afectación extranodal exclusiva (Harris, 1994). La localización 
extranodal más frecuente es el tracto gastrointestinal (estómago y región ileocecal). Otras 
localizaciones comunes de  presentación extranodal incluyen hueso, testículo, bazo, anillo de 
Waldeyer, glándulas salivales, tiroides, hígado, riñón y glándula suprarrenal. Existe afectación 
de médula ósea en un 11-27% de los casos (Campbell, 2006) (Chung, 2007). La detección de 
enfermedad mínima diseminada en médula ósea puede incrementarse mediante tinciones 
inmunohistoquímicas o PCR. (Talaulikar, 2007).  El examen morfológico de sangre periférica 
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demuestra la presencia de células malignas en sangre periférica en un 29% de los pacientes 
con afectación de médula ósea. (Arber 2005)  
 
Características clínicas 
Los pacientes generalmente presentan masas tumorales de crecimiento rápido en una 
localización única o múltiple. Aproximadamente la mitad de los pacientes presentan 
enfermedad en estadio I o II. La mayoría de los pacientes en el momento del diagnóstico 
presentan sintomatología relacionada con la localización del tumor. (Armitage 1998) 
 
Morfología 
En la mayoría de los casos, las adenopatías demuestran una proliferación difusa de células 
linfoides grandes con borramiento parcial o total de la arquitectura ganglionar normal. El 
tejido perinodal con frecuencia está infiltrado. 
Histológicamente el LDCG NOS es diverso y se subdivide en variantes morfológicas frecuentes 
y menos comunes. Casos con células de tamaño medio pueden requerir técnicas especiales 
para excluir leucemias extramedulares, linfoma de Burkitt y formas blásticas de linfomas del 
manto. 
 
Variantes morfológicas comunes  
Existen tres variantes morfológicas comunes y otras variantes menores. Todas estas variantes 
pueden contener un número elevado de linfocitos T y/o de histiocitos. 
 Variante centroblástica:  
Es la variante más común.  Los centroblastos son células linfoides de tamaño medio con 
núcleos redondos, vesiculares, que contienen cromatina fina con dos a cuatro nucleolos unidos 
a la membrana nuclear. El citoplasma generalmente es escaso; pueden contener un número 
variable de inmunoblastos. 
 Variante inmunoblástica: 
Más del 90% de las células son inmunoblastos con un nucléolo único central y un citoplasma 
más amplio, generalmente basofílico. 
 Variante anaplásica:  
Esta variante se caracteriza por células grandes redondas, ovales o poligonales con núcleos 
bizarros poligonales,  y es biológicamente y clínicamente independiente del linfoma anaplásico 
de células grandes así como del LDCG-ALK (+). 
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Inmunofenotipo: 
Las células neoplásicas expresan marcadores pan-B como CD19, CD20, CD22 y CD79a. En el 50-
75% de los casos existe expresión de IgM, IgG o IgA en la superficie celular o en el citoplasma. 
(Loddenkemper 2004) La presencia de inmunoglobulinas citoplasmáticas no se asocia a la 
expresión de marcadores de célula plasmática tal como CD38 o CD138. CD 30 se expresa en la 
variante anaplásica. (Piris 1990) Las células neoplásicas expresan CD 5 en el 10% de los casos. 
(Tagawa 2005) Estos casos de LDCG CD5 (+) generalmente son de novo y  solo raramente se 
originan de una leucemia linfática crónica. Los LDCG CD5 (+) se diferencian de la variante 
blastoide del linfoma del manto por la ausencia de expresión de ciclina D1. (Matolcsy, 1995) 
(Yamaguchi, 2002) 
El índice proliferativo detectado por KI67 es alto, generalmente superior al 40%, y en algunos 
casos superior al 90%. (Miller 1994) 
La incidencia reportada de expresión de CD10, BCL6  e IRF4/MUM1 varía. Varios grupos han 
propuesto una subdivisión inmunofenotípica de la célula de origen (linfocito del centro 
germinal (GCB) versus linfocito B activado (ABC)) basada en estos marcadores, que sin 
embargo no se correlaciona de forma adecuada con los resultados de subgrupos basados en 
estudios de expresión génica. (Rosenwald 2002)  (Lenz, 2008) (Gutierrez-García, 2011)  
 
Estudios de expresión génica:  
Estudios de expresión génica (Alizadeh 2000) (Rosenwald 2002) han identificado dos 
subgrupos de expresión génica con valor pronóstico;  uno, denominado “germinal center B-
like”  con  un perfil de expresión génica similar a los linfocitos B del centro germinal (45-50% de 
los casos), asociado a un pronóstico más favorable, y otro denominado “activated B-cell like” 
con un patrón de expresión génica similar a los linfocitos B periféricos activados, con peor 
respuesta a la quimioterapia tipo CHOP. Varios algoritmos inmunohistoquímicos han intentado 
reproducir la clasificación molecular obtenida en los estudios de expresión génica. 
Desafortunadamente estos algoritmos siguen siendo una sustitución imperfecta de los arrays 
de expresión génica (Gutierrez-García, 2012) y no deben ser usados para guiar decisiones 
terapéuticas fuera de ensayos clínicos.  La clasificación según célula de origen ha permitido 
conocer vías patogénicas activadas en los diferentes subtipos que pueden abrir vías para 
terapias biológicas dirigidas. Adicionalmente a la distinción molecular de acuerdo a la célula de 
origen, los estudios de expresión génica han identificado “signaturas” moleculares 
relacionadas con el microambiente, que integradas en un modelo estadístico, han demostrado 
tener valor pronóstico (Lenz 2008). La “signatura” estromal tipo 1 incluye a genes relacionados 
con deposición de matriz extracelular así como infiltración tumoral por macrófagos. La 
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“signatura” estromal tipo 2 se asocia a genes relacionados con angiogénesis y adipogénesis y 
tiene un pronóstico desfavorable. Las “signaturas” estromales se hallan presentes de forma 
variable tanto en los tipos GCB como ABC; la identificación de “signaturas” moleculares 
correlacionadas con células no malignas del linfoma ofrece la posibilidad de selectivamente 
tratar desde este nuevo prisma aspectos del microambiente.  
 
 
Patogénesis molecular: 
En el centro germinal los linfocitos B se someten a diferentes procesos genéticos para generar 
anticuerpos de alta afinidad. Los linfocitos B naive tras la estimulación antigénica dependiente 
de linfocitos T migran a los centros germinales para diferenciarse a centroblastos. En la zona 
oscura del centro germinal, que está compuesta principalmente por centroblastos con un alto 
índice proliferativo, las células sufren hipermutación somática de la región variable (IgV) de los 
genes de las cadenas pesadas y ligeras de las inmunoglobulinas, lo cual resulta en la 
producción de anticuerpos con gran afinidad por los antígenos.  La hipermutación somática se 
produce a través de cortes en las cadenas del DNA; requiere de la intervención de la 
activation-induced cytidine deaminase (AID) que inicia el proceso convirtiendo deoxicitidinas a 
uracilos, sobre los cuales posteriormente actúan enzimas reparadores del DNA, conduciendo a 
reparaciones propensas a errores. La formación y el mantenimiento del centro germinal son 
dependientes de BCL-6, un represor transcripcional  que se expresa de forma elevada en 
centroblastos, donde permite que las células B sean sometidas a hipermutación somática sin 
inducir una respuesta indeseada de daño del DNA (DNA-damage response). Adicionalmente, 
BCL-6 inhibe la expresión de diversos factores de transcripción esenciales para la 
diferenciación a célula plasmática. (Ci 2009) 
En la zona clara del centro germinal, mediante la interacción con linfocitos T y células 
foliculares dendríticas, los centroblastos, que son reexpuestos al antígeno para permitir la 
selección de las células B que producen anticuerpos de gran afinidad para el antígeno, se 
diferencian a centrocitos. Las células con receptores de inmunoglobulinas de baja afinidad son 
eliminadas por apoptosis. (Klein 2008) Los centrocitos sufren recombinación de cambio de 
clase (class switch recombination), una recombinación intracromosómica que confiere cambio 
de clase de las inmunoglobulinas de IgD e IgM a IgG, IgA o IgE.  Otro proceso crítico que se 
inicia en la zona clara del centro germinal es la diferenciación de las células B con receptores Ig 
de alta afinidad a células plasmáticas efectoras o a células B de memoria. La down-regulación 
de BCL-6 es esencial para permitir la diferenciación B terminal, que se produce a través de 
activación de CD40  y estimulación de BCR. La activación de CD40  a través de CD40 ligando, 
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expresado en linfocitos T CD-4(+) conduce a la activación de IRF4 y silenciación transcripcional 
de BCL-6. (Saito 2007) La  activación de BCR produce fosforilación de BCL-6 mediada por 
quinasas activadas por mitógenos (MAPK), seguido de su ubiquitinación y degradación 
proteasomal. (Niu 1998) La down-regulación de BCL-6 restaura la respuesta a daño del DNA, 
frena la proliferación y permite la expresión de PRDM1/BLIMP1, un factor de transcripción 
necesario para la diferenciación a célula plasmática. (Tunyaplin 2004) 
 
La biología del LDCG refleja la existencia de diversos subgrupos derivados de los diferentes 
estados de diferenciación de las células B neoplásicas, conocidos como subtipos GCB, ABC y 
linfoma primario mediastínico. Estos subtipos se asocian con alteraciones genéticas 
características, indicativas de vías patogénicas diferenciales. Las translocaciones  
cromosómicas que afectan a BCL2 y a MYC así como mutaciones de la metiltransferasa EZH2 
son casi exclusivas del subtipo GCB, mientas que el subtipo ABC se asocia con alteraciones 
estructurales como inactivación de PRDM1, que alteran la diferenciación B terminal y con 
mutaciones que resultan en la activación constitutiva del complejo transcripcional NFkB, 
siendo las mutaciones más frecuentes las que afectan a TNFAIP3, CARD11, CD79B y MYD88. 
(Morin 2010; Savage 2009; Pasqualucci 2006; Compagno 2009) Las translocaciones 
cromosómicas que involucran CIITA así como amplificaciones/reordenamientos de los genes 
que codifican para CD274/PDL1 y CD273/PDL2 ligando son hallazgos recurrentes en linfoma 
primario mediastínico. (Green 2010; Rui 2010; Steidl 2011) Mediante la combinación de next 
generation sequencing y análisis de número de copias se ha evidenciado que el genoma 
codificante del LDCG contiene una media de más de 30 alteraciones genéticas clonales por 
caso. (Pasqualucci 2011) Este análisis también ha revelado que otra característica del genoma 
del LDCG es la presencia de múltiples lesiones que afectan a los genes que modifican el 
complejo histona/cromatina; tanto mutaciones somáticas en genes implicados en la regulación 
de la metilación de las histonas como EZH2 y MLL2, así como inactivación recurrente de las 
histona acetiltransferasas CREBBP y EP300 (Schneider 2011) y de MEF2B, que interactúa con 
CREBBP y EP300. (Morin 2011; Lohr 2012) Otro tipo de lesiones características recurrentes son 
las mutaciones en genes implicados en el reconocimiento inmune por los linfocitos T, 
presentando mutaciones inactivadoras y deleciones en el gen de la β2-microglobulina (B2M). 
B2M codifica para un polipéptido que se expresa en asociación con el complejo mayor de 
histocompatibilidad tipo I en la superficie de la mayoría de las células nucleadas. Estas 
mutaciones predicen pérdida de expresión de B2M que es necesaria para la expresión de 
moléculas HLA tipo I y reconocimiento por linfocitos T citotóxicos. Estas mutaciones permiten 
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el escape de las células tumorales de los mecanismos de defensa inmunológica en el 
microambiente tumoral.  
Otras mutaciones funcionalmente relevantes pero infrecuentes son las que afectan a KRAS, 
BRAF y NOTCH1. (Lohr 2012) 
Las alteraciones genéticas encontradas en los linfomas no Hodgkin y en el LDCG en particular, 
incluyen translocaciones cromosómicas, mutaciones causadas por hipermutación somática 
aberrante, mutaciones somáticas esporádicas y alteraciones en el número de copias, tal como 
deleciones y amplificaciones. 
 
 
Mecanismos de alteraciones genéticas en LDCG 
Las translocaciones cromosómicas en LNH suelen ser recombinaciones recíprocas y 
balanceadas que frecuentemente afectan al locus de las inmunoglobulinas, causando 
expresión disregulada del gen diana. 
El término hipermutación somática aberrante, que afecta a un 50% de los casos de LDCG,   
hace referencia a lesiones genéticas resultantes de la actividad fisiológica aberrante de la 
maquinaria de hipermutación somática, específicamente al patrón de cambios de nucleótidos, 
al requerimiento de transcripción y a la distribución a 2kb downstream del locus de inicio 
transcripcional. (Pasqualucci 2001) 
 
Lesiones genéticas asociadas a LDCG tipo GCB 
El patrón de expresión génica de los LDCG tipo GCB es similar al de las células B normales del 
centro germinal. (Alizadeh, 2000) Estos tumores retienen también características típicas de las 
células del centro germinal tales como la hipermutación somática y la class switch 
recombination. (Lossos, 2000) En un 35% de los casos la translocación t(14;18) conduce a la 
expresión ectópica de BCL-2, que posee una función anti-apoptótica.  Las translocaciones de 
BCL-2 disregulan BCL-2 yuxtaponiendo  elementos reguladores del locus Ig en proximidad con 
el locus de BCL-2, e interfiriendo también con la inhibición por BCL-6. (Saito, 2009) Un 40% de 
los casos de LDCG sin la t(14;18) coexpresan BCL-2 y BCL-6 como resultado de la disregulación 
de Miz1, la molécula a través de la cual BCL-6 se una al promotor de BCL-2, por hipermutación 
somática de las secuencias promotoras de BCL-2 o por mutaciones en la secuencia codificante 
de BCL-2.  Niveles incrementados de expresión de BCL-2 se asocian a un peor pronóstico. 
(Kramer 1998) 
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En un 15% de los LDCG, el gen MYC, que codifica para un factor de transcripción asociado con 
linfoma de Burkitt, se encuentra disregulado debido a translocaciones cromosómicas, siendo la 
más frecuente la t(8;14), que deja la secuencia codificante de MYC bajo el control 
transcripcional del promotor del gen IgH. (Ladanyi, 1991) Un 12% de los LDCG tipo GCB 
presentan amplificaciones de la región MIGH1 que contiene el cluster  de microRNA (miR) 17-
92 en el cromosoma 13q. (He, 2005) Este microRNA actúa como un potencial oncogen y 
acelera la linfomagénesis inducida por MYC incrementando la supervivencia  y proliferación a 
través de la inhibición de PTEN y de la proteína proapoptótica BIM. (Xiao, 2008) Las deleciones 
de PTEN en el cromosoma 10q, que se encuentran en un 11% de los casos pueden conducir a 
la activación de AKT y son más frecuentes en el subtipo GCB que en el ABC. Estas deleciones 
son mutuamente exclusivas con las amplificaciones del cluster miR-17-92.  (Chan, 2010) 
La activación de la fosfatidil-inositol-3-quinasa (PI3K) activa AKT y otras vías que inhiben 
apoptosis, promueven la proliferación celular, la motilidad celular y la angiogénesis. Un 8% de 
los casos de LDCG presentan mutaciones en PI3K y son mutuamente exclusivos con pérdida de 
PTEN. (Abubaker, 2007) 
Las mutaciones en genes que modifican la cromatina afectan con mayor prevalencia a los 
LDCG tipo GCB. Un 21% de los LDCG tipo GCG presentan mutaciones somáticas recurrentes 
que afectan a un solo residuo del oncogén EZH2. (Morin 2010) EZH2 es parte de un complejo 
polycomb represivo que codifica para una histona metiltransferasa que trimetila la lisina 27 de 
la histona H3. Las mutaciones identificadas resultan en un aumento de la capacidad de EZH2 
para trimetilar la histona H3. (Yap 2011)  El gen de la histona metiltransferasa MLL2 presenta 
mutaciones somáticas en un 30% de los LDCG. La mayoría de las mutaciones producen 
codones STOP e inserciones con cambio de sentido (frame-shift) así como deleciones que en la 
mayoría de los casos inactivan MLL2. (Morin 2010) Myocyte enhancer factor 2B (MEF2B) es un 
miembro de la familia MADS/MEF2 de proteínas de unión al DNA que cooperan con enzimas 
modificantes de histonas para regular la expresión génica. MEF2B está mutado en un 9% de los LDCG.  
(Mendez-Lago 2010) Un 39% de los LDCG tipo GCB y un 17% de los LDCG tipo ABC presentan 
deleciones monoalélicas y mutaciones que inactivan CREBBP y EP300, unas acetiltransferasas que 
actúan como coactivadores transcripcionales en múltiples vías de señalización intracelular. 
Como consecuencia de las mutaciones, CREBBP/EP300  pierden su capacidad de acetilar BCL-6 
y p53. Las mutaciones en la region 5´reguladora de BCL-6 se encuentran en un 75% de los 
LDCG y son producto de la hipermutación somática aberrante.  
Mediante estudios de next generation sequencing se ha dilucidado que las mutaciones de BCL2 
generalmente ocurren en pacientes con reordenamientos de BCL2/IgH como resultados de la 
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hipermutación somática que ocurre de forma fisiológica en el locus IgH. Las mutaciones 
puntuales de BCL2 son principalmente sinónimas y habitualmente se deben  a hipermutación 
somática mediada por AID (activation-induced cytidine deaminase). Las mutaciones no 
sinónimas  tienden a encontrarse fuera de los dominios BH funcionalmente importantes, lo 
cual sugiere que existe una selección negativa contra mutaciones de BCL2 que impliquen una 
pérdida de función. (Lohr 2012) 
 
 
Mutaciones genéticas asociadas a LDCG tipo ABC 
El subtipo ABC presenta un patrón de expresión génica similar a las células B del centro 
germinal cometidas a diferenciación B terminal. (Alizadeh 2000) Una característica prominente 
de la signatura de expresión génica del subtipo ABC es el enriquecimiento en genes diana de la 
vía de NF-Κb. (Compagno 2009) La activación constitutiva de esta vía en un 30% de los casos se 
debe a mutaciones bialélicas inactivantes de TNFAIP3 que codifica para A20, un regulador 
negativo de NF-κB, modificador de ubiquitinas. En linfocitos B normales, la activación de NF-Κb 
a través de BCR requiere de CARD11, una proteína que coordina la activación de la quinasa IκB 
kinase β (Rawlings 2006). Un 10% de los LDCG tipo ABC presentan mutaciones en CARD11. La 
introducción de CARD11 mutado en líneas celulares de linfoma conduce a activación 
constitutiva de NF-κB, lo cual sugiere que estas mutaciones de CARD11 activan la vía de NF-κB 
en ausencia de activación del BCR. (Lenz 2008) En un 20% de los LDCG tipo ABC existen 
mutaciones activadoras de CD 79A y CD79B, que producen señalización BCR crónica activa y 
activación constitutiva de las vías NF-κB, PI3K y MAP-quinasa. (Davis 2010) Durante la 
respuesta inmune normal NF-κB también se activa a través de la estimulación de los toll-like receptors 
(TLR) y los receptores para IL1 e IL8. (Iwasaki 2010) MYD88 es una proteína adaptadora que coordina el 
ensamblaje del complejo que activa NF-κB tras la activación de los TLRs y los receptores de IL-1 e IL-8. 
(Lin 2010) En un 30% de los LDCG tipo ABC existen mutaciones de MYD88 en el dominio receptor de 
Toll/IL-1 que provocan activación constitutiva la vía de NF-κB, activación de STAT3 a través de JAK-
quinasa y secreción de IL-6, IL-10 e INFβ. (Ngo 2011) Otras mutaciones que afectan a moduladores 
de la vía de NF-κB incluyen TRAF2 (3%), TRAF5 (5%), MAP3K7 (5%) and RANK (8%). (Compagno 
2009). 
Para la diferenciación hacia plasmablasto y célula plasmática las células B del centro germinal 
normal requieren down-regulación de BCL-6 y expresión de IRF4, BLIMP1 y XBP1. (Shaffer 
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2006; Klein 2006) En el LDCG tipo ABC se han hallado diferentes alteraciones de esta vía. En un 
35% de los casos existen translocaciones de BCL-6, localizado en el cromosoma 3q27, siendo 
dos veces más frecuentes en el tipo ABC que en el tipo GCB. (Iqbal 2007) La expresión 
constitutiva de BCL-6 bloquea la diferenciación, disminuye la respuesta apoptótica al daño del 
DNA mediada por p53 y permite una ventaja proliferativa. 
El gen PRDM1, localizado en el cromosoma 6q21, que codifica para BLIMP1, un represor 
transcripcional esencial para la diferenciación de los linfocitos B hacia célula plasmática, 
presenta mutaciones inactivadoras o deleciones en un 30% de los LDCG tipo ABC. 
Adicionalmente, BLIMP1 puede sufrir represión transcripcional en casos con BCL-6 
constitutivamente activo como es el caso de pacientes con translocación de BCL-6. 
(Mandelbaum 2010) 
 
Translocaciones cromosómicas: Estudios mediante citogenética han demostrado la 
existencia de características específicas de los subtipos GCB y ABC (Bea 2004) (Bea 2005). La 
translocación t(14;18)(q32;q21) que disregula la expresión de BCL-2, la amplificación de C-REL 
en el cromosoma 2p, así como ganancias en 12q12 se detectan casi exclusivamente en el LDCG 
de tipo GCB, mientras que la trisomía 3, ganancias de 3q y 18q21-22 y pérdidas de 6q21-22 se 
asocian con el subtipo ABC (Rosenwald 2002). Los LDCG tipo GCB tienen hipermutación 
somática de los genes que codifican para inmunoglobulinas de forma “ongoing” lo que sugiere 
una reentrada de las células tumorales en el centro germinal (Huang 2002), mientras que los 
LDCG tipo ABC y primario mediastínico (PM) tienen hipermutaciones somáticas de estos  genes 
pero no presentan el fenómeno “ongoing”. Estos dos últimos tipos tienen también una 
activación constitutiva de la vía NF-k-B. Los PM-BCL se caracterizan por la presencia de 
ganancias y amplificaciones en los cromosomas 9p y 2p. (Joos 1996) (Bentz 2001) (Palanisamy 
2002) 
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Pronóstico 
Factores pronósticos clínicos. El Índice Pronóstico Internacional (IPI) se desarrolló en la era pre-
rituximab como herramienta clínica para discriminar a grupos de pacientes con linfomas no 
Hodgkin agresivos de peor pronóstico. Basado en un número de características clínicas 
asociadas a un pronóstico peor (edad superior a 60 años, estadios III/IV, LDH, ECOG, presencia 
de enfermedad extranodal) se identificaron 4 grupos pronósticos con supervivencia a los 5 
años del 26-73%. La utilidad del IPI fue revisada en pacientes tratados con quimioterapia más 
rituximab, manteniendo su valor pronóstico (Sehn, 2007). No obstante, el IPI tiene una 
capacidad limitada para identificar a subgrupos con enfermedad más agresiva que merezcan 
tratamientos diferentes a R-CHOP. Recientemente se han identificado factores pronósticos 
negativos clínicos adicionales para pacientes tratados con R-CHOP: Diámetro tumoral máximo 
superior a 10 cm (Pfreundschuh, 2008) , sexo masculino por presentar un aclaramiento más 
rápido de rituximab comparado con pacientes de sexo femenino (Müller 2012), presencia de 
infiltración de médula ósea (Sehn 2011) y presencia de cadenas ligeras libres séricas (Maurer 
2011). 
No  obstante, aunque las herramientas pronósticas clínicas pueden ser fácilmente aplicadas a 
la clínica diaria, no aportan el conocimiento necesario para aplicar terapias adaptadas con 
nuevos agentes biológicos para aquellos pacientes de peor pronóstico. 
 
Factores pronósticos moleculares (Tabla 3): 
 
Valor pronóstico de BCL2:  
BCL2 es una proteína antiapoptótica importante en el desarrollo y diferenciación normal del 
linfocito B. La sobreexpresión de BCL2 se ha reportado en un 40-60% de pacientes con LDCG y 
se ha asociado a un peor pronóstico en pacientes tratados con CHOP (Mounier 2003); sin 
embargo en pacientes tratados con R-CHOP, se pierde el papel pronóstico de BCL2 (Iqbal 2006, 
2011). La expresión de BCL2 es predictiva de peor pronóstico en el subtipo GCB por estudios 
de expresión génica. Esto puede explicarse porque en gran parte de los LDCG tipo GCB existe la 
translocación t (14;18) que explica la sobreexpresión de BCL2 en la mayoría de los casos. En el 
subtipo ABC no se observa la t(14;18), sin embargo BCL2 está sobreexpresado por 
amplificación de BCL2 o activación constitutiva de la vía de NF-kB.  
 
 15
 
Valor pronóstico de MYC:  
Los reordenamientos del oncogen MYC constituyen una característica típica del linfoma de 
Burkitt y pueden identificarse en el 5-10% de los LDCG. La expresión incrementada de MYC 
promueve la proliferación celular y se asocia a un peor pronóstico, con supervivencias libres de 
progresión a los 3-5 años entre el 30-35%, la mitad de lo observado en pacientes sin 
reordenamientos de MYC. (Savage 2009, Barrans 2010) 
El impacto pronóstico negativo de reordenamientos de MYC es independiente de otros 
factores y en un estudio se asoció a mayor riesgo de recaída en SNC. (Savage 2009) 
Los LDCG que presentan translocaciones tanto de MYC como de BCL2 se denominan linfomas 
“doble-hit” y se asocian a un pronóstico extremadamente malo, con supervivencias inferiores 
a un año en pacientes tratados con R-CHOP. (Aukema 2011, Johnson 2012)  Los pacientes con 
doble hit se consideran candidatos a tratamientos alternativos dentro de ensayos clínicos. 
La expresión proteica de MYC incrementada identifica a pacientes con translocaciones y 
amplificaciones de MYC, así como a un subgrupo de pacientes con expresión proteica 
incrementada que no presentan alteraciones génicas y que comparten un pronóstico 
desfavorable. (Valera 2013) 
 
Valor pronóstico de marcadores inmunohistoquímicos 
El Lunenburg Lymphoma Biomarker Consortium (LLBC) evaluó el valor pronóstico de una serie 
de marcadores inmunohistoquímicos  (BCL2, BCL6, CD5, CD10, MUM1, Ki67 y HLA-DR) en una 
cohorte grande pacientes con LBCD tratados con R-CHOP (Salles 2011). De los marcadores 
testados, sólo CD5 y Ki67 estaban asociados a supervivencia en análisis univariante, y BCL2 
tenía significación estadística marginal (P  0.09). El impacto de marcadores biológicos está 
fuertemente influenciado por el valor pronóstico del IPI. La adición de BCL2 y Ki67 al modelo 
combinado de marcadores biológicos e IPI permite una mejor discriminación pronóstica entre 
los grupos de bajo riesgo y riesgo bajo-intermedio, así como riesgo intermedio y alto, pero no 
permite una mejor identificación de pacientes de alto riesgo. 
La inmunohistoquímica es una técnica universalmente asequible que puede realizarse 
en cortes de tejido procesado rutinariamente así como en microarrays de tejido sobre un gran 
número de muestras de forma simultánea. En la evaluación de los resultados obtenidos a partir de microarrays de 
tejidos es importante que se cumpla la representatividad del fragmento seleccionado con respecto a la muestra global. Entre 
las posibles limitaciones de la inmunohistoquímica están la variablidad relacionada con 
aspectos técnicos y con la metodología de evaluación. Un estudio de validación realizado por 
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el Lunenburg Lymphoma Biomarker Consortium (LLBC) reveló la escasa reproducibilidad de 
resultados entre patólogos evaluando determinados marcadores inmunohistoquímicos en 
linfoma; a pesar de la estandarización de técnicas de tinción y unificación de criterios de 
evaluación, bcl6 y Ki67 continuaron presentando alta variabilidad interobservador. (de Jong 
2009). Mediante el análisis computarizado de la imagen es posible disminuir la variabilidad 
inter- e intraobservador en la cuantificación de los resultados inmunohistoquímicos, 
permitiendo procesar los resultados inmunohistoquímicos de una forma cuantitativa continua, 
a diferencia de los resultados semicuantitativos obtenidos a partir de la evaluación  
inmunohistoquímica convencional. 
 
 
Tratamiento 
Actualmente el tratamiento establecido de primera línea es R-CHOP-21. Mientras que CHOP 
administrado cada 2 semanas (CHOP-14) demostró resultados prometedores en pacientes 
ancianos, dos estudios recientes randomizados comparando R-CHOP-14 con R-CHOP-21 han 
demostrado ausencia de ventajas para R-CHOP-14 con aumento de toxicidad. (Zwick, 2012) 
Un estudio reciente sugería un aumento de supervivencia añadiendo etopósido a R-CHOP (R-
CHOEP) para pacientes jóvenes con LDCG de alto riesgo. (Gang 2012) 
El régimen infusional dosis-adaptado R-EPOCH ha demostrado resultados prometedores en un 
ensayo de fase 2 (Wilson 2008), sin embargo la confirmación de su eficacia está pendiente de 
que se completen ensayos fase 3 comparándolo con R-CHOP. 
El valor de la consolidación con transplante autólogo de médula ósea en el tratamiento de 
primera línea del LDCG sigue siendo motivo de controversia. Un estudio randomizado 
comparando R-CHOP-14 a dosis estándar frente a transplante autólogo de médula ósea tras 
quimioterapia a altas dosis acompañada de rituximab demostró ausencia de diferencias en 
supervivencia. (Nabhan 2012) 
En otro ensayo clínico R-CHOEP a dosis convencionales demostró mejores resultados 
terapéuticos que el tratamiento con altas dosis (R-Mega-CHOEP) seguido de transplante 
autólogo de médula ósea para pacientes jóvenes con LDCG de alto riesgo. (Gisselbrecht 2010) 
El transplante autólogo de médula ósea tiene beneficio demostrado en el contexto de 
pacientes recaídos, sin embargo en el tratamiento de primera línea la consolidación con 
transplante autólogo no puede recomendarse de rutina. (Gisselbrecht 2010) 
Actualmente el único subgrupo que debe considerarse para tratamientos alternativos a R-
CHOP en el marco de un ensayo clínico son pacientes con “doble hit”, dado que su 
supervivencia con R-CHOP suele ser inferior al año. Actualmente para estos pacientes se 
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consideran régimenes intensivos tipo Burkitt seguidos de consolidación con transplante 
autólogo, dose-adapted EPOCH-R o ensayos clínicos con agentes biológicos nuevos. (Friedberg 
2012)  
 
 
Nuevos tratamientos biológicos 
Los estudios de expresión génica han permitido el descubrimiento de potenciales dianas 
terapéuticas en LDCG. 
La tabla 2 recoge algunos de los nuevos agentes biológicos que se están evaluando en LDCG, 
con su diana terapéutica y el posible subgrupo más beneficiado. Tratamientos dirigidos a 
inhibir la vía de NF-kB podrían parecer particularmente atractivos en LDCG tipo ABC, porque se 
expresa de forma constitutiva en este subgrupo. Los inhibidores directos de la vía están en 
desarrollo; una forma indirecta de inhibir la vía es a través del bloqueo de la degradación de 
IkB_ (una proteína inactivadora de NF-kB) en los proteasomas a través del uso de bortezomib. 
Pacientes con LDCG en recaída tratados con bortezomib combinado con R-EPOCH del 
subgrupo ABC tuvieron respuestas muy superiores a los pacientes del subgrupo GCB, con  
respuestas del 83% vs 13% (p 0.001) y supervivencias medias de 10.8 vs 3.4 meses (p 0.0003). 
(Dunleavy 2009) Existen actualmente ensayos clínicos abiertos evaluando la adición de 
bortezomib a R-CHOP comparado con R-CHOP solo para LDCG de novo, así como varios 
ensayos randomizados fase 2 que incluyen de forma exclusiva LDCG tipo ABC. 
En un 20% de los LDCG tipo ABC existen mutaciones activadoras de CD 79A y CD79B, que 
producen señalización BCR crónica activa y activación constitutiva de las vías NF-κB, PI3K y 
MAP-quinasa, así como activación de quinasas distales, que incluyen spleen tyrosine kinase 
(Syk), Bruton tyrosine kinase (BTK) y protein kinase C (PKC). Múltiples nuevos tratamientos 
dirigidos a los componentes de esta cascada están bajo evaluación. Fostamatinib disódico, un 
inhibidor oral de SYK, ha demostrado respuestas en más de un 20% de pacientes con LDCG 
refractario en ensayos fase 1 y fase 2. (Friedberg 2010)  
PCI-32765 (ibrutinib) es un inhibidor oral de BTK que ha demostrado respuestas en un 29% de 
pacientes con LDCG en un ensayo fase 1. (Advani 2011) 
CAL-101, un inhibidor selectivo de PI3K-delta oral, también se encuentra bajo evaluación en 
varios linfomas, aunque existen escasos datos disponibles para LDCG. (Kahl 2011) 
 
PKC se encuentra distal a la vía de señalización de BCR y se encuentra altamente expresada en 
LDCG fatales o refractarios. (Shipp 2002) Enzastaurin es un inhibidor selectivo de PKC_ con 
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actividad demostrada en LDCG. (Portlock 2007) Un ensayo clínico fase 3 está evaluando 
enzastaurin como tratamiento de mantenimiento en pacientes con LDCG de alto riesgo 
tratados con R-CHOP. Estos  ensayos no han evaluado respuesta en función del subtipo 
molecular, no obstante, dada la activación crónica de la vía de señalización de BCR en el 
subtipo ABC, este subtipo puede esperarse que se beneficie preferencialmente de estos 
agentes. 
Dada la complejidad de esta cascada con múltiples vías paralelas, es probable que 
combinaciones de estos agentes puedan dar lugar a los mejores resultados en pacientes 
seleccionados por subtipo molecular de perfil de expresión génica. 
Mutaciones de EZH2, que codifica para una histona metiltransferasa, han sido identificados de 
forma exclusiva en un 22% de LDCG tipo GCB. Inhibidores de EZH2 podrían representar 
agentes eficaces en pacientes con esta mutación. 
 
Los estudios de expresión génica han demostrado la importancia del microambiente en el 
LDCG, sugiriendo que este componente también podría ser tributario de un tratamiento 
biológico específico. 
Los pacientes con alta expresión de la “signatura” estromal tipo 2 podrían beneficiarse de 
estrategias antiangiogénicas. (Lenz 2008; Cardesa-Salzmann 2011) Bevacizumab, un anticuerpo 
monoclonal anti-VEGF-A se ha asociado a una actividad limitada como agente único en LDCG 
recaído/refractario, demostrando algunos pacientes respuestas parciales. (Stopeck 2009) 
Desafortunadamente, un ensayo fase 3 evaluando la adición de bevacizumab a R-CHOP en 
pacientes con LDCG de novo se tuvo que cerrar prematuramente debido a cardiotoxicidad 
excesiva. 
 
Lenalidomide, un agente inmunomodulador con actividad antiangiogénica e inhibitoria sobre 
la vía de NF-K-B, ha demostrado una respuesta global del 35% en linfomas recaídos y 
refractarios, demostrando actividad preferencial en pacientes con LDCG tipo ABC. (Witzig 
2011; Hernandez-Ilizaliturri 2011)) 
En resumen, el pronóstico del LDCG está influenciado por una relación compleja entre la célula 
maligna, las células del microambiente y factores genéticos constitucionales del paciente. 
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II_ HIPOTESIS Y OBJETIVOS DEL ESTUDIO 
 
Los LDCG son un grupo heterogéneo de tumores con diferentes características clínicas y 
biológicas. La adición de rituximab ha aumentado la supervivencia de estos pacientes en un 
10-15% (Coiffier 2002), pero es necesaria una mejor estratificación pronóstica para mejorar los 
resultados terapéuticos. Los perfiles de expresión génica han demostrado que diferencias en el 
microambiente del LDCG afectan el pronóstico. Un score predictor de pronóstico derivado de 
la “signatura” de centro germinal,  “signatura” estromal tipo -1 y “signatura” estromal tipo 2 
tiene la capacidad de predecir pronóstico en LDCG tratado con R-CHOP (Lenz 2008). Mientas 
que la “signatura” estromal tipo-1 se asocia a deposición de matriz extracelular e infiltración 
histiocítica y es pronósticamente favorable, la “signatura” estromal tipo-2, asociada a 
angiogiogénesis, confiere un peor pronóstico. 
Los estudios de expresión génica aportan información pronóstica robusta, sin embargo no 
están disponibles de forma rutinaria para la mayoría de los pacientes.  
Diversos estudios  han aportado evidencia acerca de la importancia de la angiogénesis en la 
biología de los linfomas (Jorgensen 2007) (Paydas 2008) (Paydas 2009) (Farinha 2010) 
(Taskinen 2010), así como en LDCG. (Ganjoo 2008) (Gratzinger 2008) (Gratzinger 2010)  
La atención creciente hacia nuevos tratamientos antiangiogénicos en neoplasias malignas 
enfatiza el interés en evaluar la densidad vascular en los tumores para determinar su 
relevancia pronóstica y el impacto biológico. 
El IPI es el marcador pronóstico más utilizado en LDCG, sin embargo, pacientes con el mismo 
IPI pueden tener respuestas terapéuticas muy diferentes así como supervivencias globales 
distintas. La evaluación pronóstica es importante para la selección de terapias, inclusión en 
ensayos clínicos y evaluación de nuevos fármacos. 
 
1. Una estratificación de los pacientes con LDCG de acuerdo a su la densidad vascular 
tumoral podría ser útil para determinar si ésta posee valor pronóstico y si terapias 
antiangiogénicas podrían beneficiar a la mayoría de pacientes o solo a un subgrupo 
de pacientes con LDCG. 
 
2. La creación de un modelo pronóstico biológico basado en inmunohistoquímica que 
simulara los hallazgos de grupos encontrados mediante estudios de expresión 
génica incorporando célula de origen así como marcadores de la “signatura” 
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estromal tipo-1 y tipo-2, podría potencialmente facilitar la estratificación 
pronóstica a partir de tejido tumoral parafinado. 
  
OBJETIVOS 
 
 
1. OBJETIVO GENERAL:  
El objetivo general de estos estudios fue evaluar y validar las “signaturas” estromales 
obtenidas a partir de los estudios de expresión génica mediante estudios 
inmunohistoquímicos en tejido parafinado de LDCG tratado con rituximab más 
quimioterapia.  
2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 
 
2.1 El objetivo del primer estudio fue analizar si la densidad microvascular en los LDCG, 
cuantificada a nivel tisular mediante un sistema digital computarizado, tiene relación 
con  
• La “signatura” del estroma determinada por análisis global de los perfiles de 
expresión de RNA 
• Los diferentes subtipos GCB y ABC de los LDCG y 
• La conducta biológica del tumor valorada por la progresión libre de 
enfermedad y la supervivencia global de los enfermos. 
 
 
2.2 El objetivo del segundo estudio fue  determinar el posible valor pronóstico de un 
modelo inmunohistoquímico basado en biomarcadores seleccionados de las 
“signaturas” de los perfiles de expresión génica que incluyen la célula de origen y las 
“signaturas” estromales.  
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III_ RESULTADOS 
 
 
PRIMER TRABAJO  
 
High microvessel density determines a poor outcome in patients with diffuse 
large B-cell lymphoma treated with rituximab plus chemotherapy 
 
Haematologica. 2011; 96(7):996-1001.  
Teresa M. Cardesa-Salzmann, Luis Colomo, Gonzalo Gutierrez, Wing C. Chan,2Dennis 
Weisenburger, Fina Climent, Eva González-Barca, Santiago Mercadal, Leonor Arenillas, Sergio 
Serrano, Ray Tubbs, Jan Delabie, Randy D. Gascoyne, Joseph M Connors, Jose L. Mate, Lisa 
Rimsza, Rita Braziel, Andreas Rosenwald, Georg Lenz, George Wright, Elaine S. Jaffe, Louis 
Staudt, Pedro Jares, Armando López-Guillermo and Elías Campo. 
 
 
RESUMEN: 
 
Introducción: El LDCG es una enfermedad heterogénea a nivel clínico y a nivel 
molecular. Estudios de expresión génica han demostrado que el microambiente tumoral afecta 
la supervivencia y que la “signatura” relacionada con angiogénesis es desfavorable. La 
contribución histopatológica de la densidad microvascular a la supervivencia de los pacientes 
con LDCG tratados con inmunoquimioterapia es desconocida. El propósito de este estudio fue 
evaluar el impacto pronóstico de la densidad microvascular tisular en dos series 
independientes de LDCG tratados con inmunoquimioterapia. 
Material y métodos: 147 pacientes del proyecto internacional  Leukemia Lymphoma 
Molecular Profiling Project ((LLMPP) (cohorte de “entrenamiento”) y 118 pacientes del grupo 
catalán de estudio de linfomas (GELCAB) (cohorte de validación) fueron incluídos en el estudio.  
Las tinciones inmunohistoquímicas para la microvasculatura tisular fueron realizadas con CD31 
y cuantificadas con un sistema de análisis de imagen computarizado. El score estromal 
previamente definido en 110 pacientes del LLMP mediante estudios de expresión génica fue 
utilizado para analizar correlaciones con los datos obtenidos de microvasculatura tisular. 
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  Resultados: La densidad microvascular correlaciona significativamente con el score 
estromal. (r=0.3209; P<0.001). Los pacientes con una alta densidad microvascular demuestran 
una supervivencia global significativamente inferior tanto en la “cohorte de entrenamiento” 
(4-year OS 54% vs. 78%; P=0.004) como en la “cohorte de validación”  (57% vs. 81%; P=0.006).  
En el análisis multivariante en ambos grupos la densidad microvascular fue un factor 
pronóstico  desfavorable independiente del IPI  [cohorte de entrenamiento: IPI (riesgo relativo 
2.7; p=0.003); densidad microvascular (riesgo relativo 1.96; P=0.002); cohorte de validación: IPI 
(riesgo relativo 4.74; p<0.001); densidad microvascular (riesgo relativo 2.4; p=0.016)]. 
Conclusiones: Estos hallazgos realzan el impacto de la angiogénesis en la supervivencia 
de los pacientes con LDCG así como el interés de evaluar tratamientos antiangiogénicos en 
ensayos clínicos. 
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SEGUNDO TRABAJO 
 
A new biologic prognostic model based on immunohistochemistry predicts survival in 
patients with diffuse large B-cell lymphoma. 
Blood 2012; 120(11):2290-6. 
Perry AM, Cardesa-Salzmann TM, Meyer PN, Colomo L, Smith LM, Fu K, Greiner TC, Delabie J, 
Gascoyne RD, Rimsza L, Jaffe ES, Ott G, Rosenwald A, Braziel RM, Tubbs R, Cook JR, Staudt LM, 
Connors JM, Sehn LH, Vose JM, López-Guillermo A, Campo E, Chan WC, Weisenburger DD. 
 
RESUMEN 
 
Los factores biológicos que predicen supervivencia en pacientes con LDCG como célula de 
origen y “signaturas” estromales fueron descubiertos por estudios de expresión génica. 
El objetivo del estudio fue intentar simular estos hallazgos y crear un nuevo modelo pronóstico 
biológico basado en inmunohistoquímica. 
199 pacientes con LDCG de novo tratados con R-CHOP u otras combinaciones de 
inmunoquimioterapia (125 en una cohorte de entrenamiento, 74 en una cohorte de 
validación) fueron incluídos en el estudio. A partir de tejido parafinado se construyeron arrays 
de tejidos y a cada factor pronóstico adverso se le concedió un punto (subtipo no-GCB, SPARC 
<5%, densidad microvascular elevada). Este modelo usando los tres marcadores biológicos 
demostró ser altamente predictivo de supervivencia global y de supervivencia libre de 
enfermedad tanto en la cohorte de entrenamiento como en la cohorte de validación tras 
ajustar para el IPI. 
Este nuevo modelo identifica a dos grupos de pacientes, uno con una puntuación biológica 
baja (0-1) y un pronóstico favorable y otro con una puntuación biológica elevada (2-3) y 
pronóstico desfavorable. Este modelo pronóstico biológico puede usarse conjuntamente con el 
IPI para estratificar a pacientes para tratamientos ajustados a su riesgo biológico. 
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IV_DISCUSIÓN 
 
Los trabajos que integran esta tesis han permitido profundizar en la evaluación y validación 
mediante  estudios inmunohistoquímicos de las “signaturas” estromales obtenidas a partir de 
los estudios de expresión génica en LDCG. 
En el primer trabajo titulado “La densidad de microvasos elevada determina un 
pronóstico desfavorable en pacientes con LDCG tratados con rituximab más quimioterapia” 
demostramos que diferencias en la densidad vascular tisular de LDCG guardan una relación 
consistente con el pronóstico de pacientes tratados con inmunoquimioterapia. Los pacientes 
con una alta densidad de microvasos presentan una supervivencia libre de progresión y 
supervivencia global significativamente peores a los pacientes con baja densidad de 
microvasos a nivel tumoral. Estos resultados fueron evidentes en dos series independientes de 
LDCG tratados con rituximab más quimioterapia y mantuvieron su valor pronóstico 
independiente en el análisis multivariante. Una densidad microvasular elevada es capaz de 
discriminar a pacientes de mal pronóstico de forma independiente al IPI. La posibilidad de 
identificar a pacientes con un pronóstico significativamente peor por presentar un LDCG 
altamente vascularizado puede ser útil, dada la existencia de múltiples terapias 
antiangiogénicas que se están evaluando en el marco de ensayos clínicos. 
Una alta densidad de microvasos también se ha descrito como factor pronóstico negativo en 
pacientes con tumores sólidos, pero hasta ahora no se había descrito como factor pronóstico 
desfavorable en LDCG tratado con rituximab más quimioterapia. (Mucci 2009) El valor 
pronóstico de la densidad de microvasos en nuestro estudio está en consonancia con los 
resultados publicados previamente a partir de estudios de expresión génica. (Lenz 2008) 
Las “signaturas” de expresión génica “estromal tipo-1” y “estromal tipo-2”, relacionadas con 
genes involucrados en la remodelación de la matriz extracelular y en angiogénesis, 
respectivamente, fueron sinérgicos en predecir supervivencia. Estas dos “signaturas” fueron 
combinadas en el “score estromal” (resta de “estromal-2” menos “estromal-1”)  para predecir 
supervivencia, siendo predictivos de supervivencia baja los valores elevados del “score 
estromal”.  Un aspecto a destacar es que la densidad de microvasos en nuestro estudio 
demostró una relación estadísticamente significativa con el “score estromal” pero no con la 
“signatura” “estromal tipo-2” ni con los niveles de m-RNA de CD31 para cada uno de los casos. 
El hecho de que no exista relación entre la densidad de microvasos y la “signatura” “estromal 
tipo- 2”, que incluye expresión de CD31, sugiere que la densidad vascular no solo es resultado 
directo de la expresión elevada de genes relacionados con angiogénesis, sino que refleja una 
integración de la interrelación existente entre la expresión de genes relacionados con 
 39
angiogénesis y de genes de la “signatura” “estromal tipo-1”, implicados en la remodelación de 
la matriz extracelular, que modula el proceso de neoangiogénesis tumoral. Estos hallazgos 
refuerzan la hipótesis de que la densidad microvascular es un marcador del “score estromal” 
en LDCG y puede ayudar a estratificar a estos pacientes de acuerdo a su riesgo biológico 
relacionado con angiogénesis. 
En nuestro estudio, el subtipo ABC, clasificado de acuerdo a resultados de estudios de 
expresión génica, presentaba una mayor densidad de microvasos que los tumores con un perfil 
GCG. Estos dos tipos de LDCG difieren en sus mecanismos moleculares patogénicos, con 
diferencias en sus alteraciones genéticas y en las vías moleculares disreguladas. (Bea 2005) 
(Davis 2010) (Rosenwald 2002) (Tagawa 2005) El subtipo ABC presenta una activación 
constitutiva de la vía de NF-kB, que se asocia con múltiples vías implicadas en angiogénesis, 
regulando genes como  VEGF, IL-8 y multiples metaloproteinasas. (Huang 2001) (Popov 2006) 
(Tabruyn 2008) Por ello, la densidad de microvasos más elevada observada en el subtipo ABC 
es concordante con la relación existente entre la activación de vía de NFkB en este subtipo y la 
estimulación de la angiogénesis.  
Publicaciones previas han reportado el valor pronóstico de la angiogénesis en LDCG. (Ganjoo 
2009) (Gratzinger 2008) En dichos estudios, la densidad microvascular se evaluó de forma 
semicuantitativa y los marcadores inmunohistoquímicos diferían entre los diferentes estudios. 
(Jorgensen 2007) (Gratzinger 2008) (Ganjoo 2009) Múltiples publicaciones, aunque con 
metodologías diferentes, sugieren que tanto la angiogénesis como la linfangiogénesis tienen 
un papel pronóstico en los linfomas no Hodgkin, incluyendo el LDCG. (Farinha 2010) (Taskinen 
2010) (Gratzinger 2008) (Gratzinger 2010) (Pazgal 2007) 
En este estudio la evaluación de la angiogénesis en LDCG se realizó mediante un sistema de 
evaluación de imagen computarizado. La medición de la densidad microvascular está en 
consonancia con estudios experimentales que demuestran que a nivel funcional la densidad 
microvascular es más importante que el recuento de vasos totales. (Jain 2003)  
Para la tinción inmunohistoquímica de los microvasos se escogió CD31, el factor de adhesión 
plaquetar PECAM1, uno de los genes incluídos en la signatura estromal que se expresa tanto 
en el endotelio vascular como linfático, a diferencia de otros marcadores vasculares como 
CD34 y FVIII, que se expresan predominantemente en el endotelio vascular. (Ilan 2003)  
En resumen, basado en los resultados de los estudios de expresión génica y del análisis de 
microvasos mediante inmunohistoquímica, se puede sugerir que nuevas terapias 
antiangiogénicas pueden beneficiar a un subgrupo de pacientes con LDCG agresivo, con una 
alta densidad de microvasos. 
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En el segundo trabajo, titulado “Nuevo modelo biológico pronóstico basado en 
inmunohistoquímica que predice supervivencia en pacientes con LDCG”, el objetivo fue 
reproducir mediante inmunohistoquímica los subtipos biológicos y las “signaturas” estromales 
de valor pronóstico identificados en estudios de expresión génica. (Alizadeh, 2002) (Lenz 
2008).  Se usaron datos de tres estudios previamente publicados  de cohortes de pacientes con 
LDCG tratados con R-CHOP. (Meyer 2011) (Meyer 2011) (Cardesa-Salzmann 2011): La 
predicción de grupo GCB versus ABC de acuerdo a estudios de expresión génica basado en el 
algoritmo inmunohistoquímico de Choi (Meyer 2011), la expresión de SPARC en el 
microambiente tumoral como marcador de la signatura estromal tipo-1 y la densidad 
microvascular como indicador de mal pronóstico asociado a un score elevado de la “signatura” 
estromal tipo-2.  
SPARC es una glicoproteína expresada en una variedad de células normales, 
incluyendo una población específica de macrófagos asociados a lesión tisular y también 
presente en algunos tumores. (Arnold 2009) La expresión elevada de SPARC en células del 
microambiente del LDCG, específicamente en macrófagos y fibroblastos, confiere un 
pronóstico favorable. En la misma serie de pacientes con LDCG tratados con 
inmunoquimioterapia se evaluó la densidad microvascular CD31 (+) como marcador de la 
signatura estromal tipo-2. 125 casos de pacientes con LDCG tratados con R-CHOP se incluyeron 
como cohorte de entrenamiento. El análisis univariante demostró que la célula de origen, los 
niveles de expresión de SPARC, la densidad de microvasos así como el IPI fueron todos 
predictores significativos de supervivencia y el análisis multivariante demostró que los cuatro 
factores también fueron todos ellos predictores independientes de supervivencia. Basado en 
los resultados con estos tres elementos, se construyó un modelo de predicción biológica 
basado en inmunohistoquímica en tejido parafinado. A cada factor pronóstico adverso 
(subtipo no-GCB, SPARC < 5% y densidad microvascular elevada) se le adjudicó un punto, 
generando curvas de supervivencia para las puntuaciones 0, 1, 2 y 3. Dado que las curvas de 0 
y 1 y de 2 y 3 se sobreponían, se agruparon, quedando dos grupos pronósticos formados por 0-
1 y 2-3. Este score fue testado en un análisis multivariante y resultó ser fuertemente predictivo 
de supervivencia global y libre de eventos tras ajustarse al IPI. Los pacientes con score bajo (0-
1) presentan una supervivencia significativamente más alta que aquellos con un score 
biológico elevado (2-3). Este sistema de puntación biológico se validó mediante análisis 
multivariante en una cohorte independiente de 74 pacientes y fue nuevamente predictivo de 
supervivencia global y libre de enfermedad tras ajustarse al IPI. 
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Adicionalmente, el sistema de puntuación biológico fue altamente predictivo de supervivencia 
global y libre de enfermedad en los grupos IPI de bajo riesgo (0-1) y de riesgo intermedio (2-3), 
identificando a pacientes con enfermedad agresiva dentro de estos grupos clínicos. 
Múltiples marcadores pronósticos han sido evaluados en pacientes con LDCG mediante 
diversas técnicas. Algunos de los modelos se basan en expresión de mRNA mediante estudios 
de expresión génica o mediante RT-PCR, son altamente fiables para predecir supervivencia, 
pero son caros, requieren tejido en fresco o criopreservado y no son prácticos para el uso 
rutinario. Mediante RT-PCR, extrayendo m-RNA de tejido parafinado de LDCG de pacientes 
tratados con R.CHOP (Malumbres 2008), se ha creado un modelo pronóstico basado en 6 
genes (LMO2, BCL6, FN1, CCND2, SCYA3, y BCL2) que divide a los pacientes en grupos de bajo y 
alto riesgo de forma independiente al IPI. Otro estudio analizó la expresión de 36 genes con un 
ensayo ArrayPlate en muestras parafinadas de pacientes tratados con CHOP y R-CHOP. (Rimsza 
2008) El mejor modelo pronóstico en su estudio fue un modelo con dos variables usando los 
genes MYC y HLA-DR, que demostró ser complementario al IPI en la estratificación pronóstica 
de los pacientes. En otro trabajo se propone un modelo pronóstico basado en la expresión de 
dos genes (LMO2 y TNFRSF9) (Alizadeh 2011) mediante RT-PCR a partir de tejido parafinado. 
No obstante, estos métodos no son universalmente asequibles ni simples.  
El modelo predictor biológico basado en inmunohistoquímica ofrece una herramienta barata y 
simple para evaluar de rutina el pronóstico de los pacientes con LDCG en la mayoría de los 
laboratorios clínicos. Una potencial dificultad para el uso del modelo predictor biológico es el 
uso de múltiples anticuerpos con diferentes puntos de corte que podrían conducir a una 
elevada variabilidad interobservador. 
Sin embargo, la incorporación rutinaria de múltiples marcadores pronósticos en la evaluación 
de los tumores hematopoyéticos es esperable. El modelo pronóstico biológico creado es el 
primero en incorporar la célula de origen y las “signaturas” estromales. La clasificación de 
grupos según célula de origen fue validada (Choi 2009), aunque en otras publicaciones más 
recientes la clasificación de grupos de Choi así como también otras clasificaciones de grupo no 
se correlacionan de forma adecuada con los resultados de subgrupos basados en estudios de 
expresión génica (Gutierrez-García, 2011). La evaluación de la densidad de microvasos 
mediante análisis de imagen no es actualmente una técnica disponible en la mayoría de los 
laboratorios, aunque el análisis de imagen computarizado se está extendiendo  y podría ser 
más accesible en centros académicos y terciarios un futuro próximo. 
Por ello, en el futuro, este modelo pronóstico biológico podría ser usado en conjunción con el 
IPI para estratificar a pacientes para su inclusión en ensayos clínicos con fármacos nuevos o 
para tratamientos acordes a su grupo de riesgo. 
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V_ CONCLUSIONES 
 
1. La densidad de microvasos CD31 (+) en LDCG de novo tratados con 
inmunoquimioterapia tiene valor pronóstico. 
a. La densidad de microvasos CD31 (+) elevada confiere un peor pronóstico de 
supervivencia global y de supervivencia libre de eventos.  
b. Estos resultados mantienen su valor pronóstico independiente al IPI. 
c. El valor pronóstico de la densidad de microvasos ha sido confirmado en tres 
series independientes de pacientes con LDCG tratados con rituximab más 
quimioterapia.  
d. Los conocimientos obtenidos de estos estudios sugieren un beneficio de 
tratamientos antiangiogénicos para pacientes con LDCG con alta densidad de 
microvasos. 
 
2. La densidad de microvasos CD31 (+) en LDCG de novo tratados con R-CHOP se 
correlaciona con el “score estromal” de las “signaturas” de expresión génica. 
La densidad de microvasos en nuestro estudio ha demostrado una relación 
estadísticamente significativa con el “score estromal” pero no con la 
“signatura” “estromal tipo-2” ni con los niveles de m-RNA de CD31 para cada 
uno de los casos. El hecho de que no exista relación entre la densidad de 
microvasos y la “signatura” “estromal tipo- 2”, que incluye expresión de CD31, 
sugiere que la densidad vascular no solo es resultado directo de la expresión 
elevada de genes relacionados con angiogénesis, sino que refleja una 
integración de la interrelación existente entre la expresión de genes 
relacionados con angiogénesis y de genes de la “signatura” “estromal tipo-1”, 
implicados en la remodelación de la matriz extracelular, que modula el proceso 
de neoangiogénesis tumoral. Estos hallazgos refuerzan la hipótesis de que la 
densidad microvascular es un marcador del “score estromal” en LDCG y puede 
ayudar a estratificar a estos pacientes de acuerdo a su riesgo biológico.  
 
3. El subtipo ABC, clasificado por estudios de expresión génica, presenta una mayor 
densidad de microvasos que los tumores con un perfil GCG. La densidad de microvasos 
más elevada observada en el subtipo ABC concuerda con la relación existente entre la 
activación de vía de NFkB en este subtipo y la estimulación de la angiogénesis. 
 
 43
4. La medición de la densidad de microvasos CD31 (+) en TMAs de LDCG mediante un 
sistema de evaluación de imagen computarizado es  un método de cuantificación de 
densidad vascular objetivo para LDCG.  
 
a. Los resultados de densidad de microvasos en TMAs de LDCG se correlacionan 
de forma estadísticamente significativa con la densidad de microvasos en 
secciones completas de tejidos y también con el “score estromal” de los 
estudios de expresión génica.  
b. El valor pronóstico de la densidad de microvasos CD31 (+) evaluado en TMAs 
mediante un sistema de evaluación de imagen computarizado se ha validado 
en tres series independientes. 
 
5. El modelo pronóstico biológico, basado en factores pronósticos adversos 
independientes al IPI (subtipo no-GCB, SPARC < 5% y densidad microvascular elevada), 
permite identificar mediante inmunohistoquímica a pacientes con enfermedad 
agresiva dentro de los diferentes grupos clínicos. 
a. El modelo pronóstico biológico está validado en dos cohortes independientes 
de pacientes. 
b. Este modelo predictor ofrece una herramienta barata y simple para evaluar de 
rutina el pronóstico de los pacientes con LDCG en la mayoría de los 
laboratorios clínicos. Por ello, en un futuro, este modelo pronóstico biológico 
podría ser usado en conjunción con el IPI para estratificar a pacientes para su 
inclusión en ensayos clínicos con fármacos nuevos o para tratamientos 
acordes a su grupo de riesgo. 
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Tabla 1 
Subtipos de LDCG 
LDCG rico en células T/histiocitos 
LDCG primario del SNC 
LDCG primario cutáneo de extremidades 
 
LDCG EBV positivo de los ancianos 
 
Variantes morfológicas comunes 
Centroblástico 
Inmunoblástico 
 
Anaplásico 
Subgrupos inmunohistoquímicos 
LDCG CD5(+) 
LDCG tipo célula B del centro germinal 
(GCB) 
 
LDCG no-GCB 
Subgrupos moleculares 
LDCG tipo célula B del centro germinal 
(GCB) 
 
LDCG tipo célula B activada (ABC) 
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Tabla 2 
Nuevos agentes biológicos en LDCG con su mecanismo de acción y subgrupo de acción 
preferencial 
Fármaco Mecanismo de acción Subgrupo de acción 
preferencial 
Bortezomib NF-kB ABC 
Fostamatinib Syk ABC 
Ibrutinib (PCI-32765) BTK ABC 
Cal-101 PI3K ABC 
Enzastaurin PKC ABC 
Navitoclax (ABT-263) and 
ABT-737  
Bcl2 GCB 
EZH2 inhibitors  EZH2 GCB 
Bevacizumab VEGF Estromal-2 
Lenalidomide Angiogenesis, NF-kB Estromal-2, ABC 
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Tabla 3 
Factores pronósticos moleculares en pacientes tratados con R-CHOP 
Marcador molecular Impacto pronóstico 
BCL2 Adverso (LDCG tipo GCB) 
MYC Adverso (en conjunción con BCL2) 
LMO2 Favorable 
p53 mutado Adverso 
VEGFR2 Adverso 
HIF-1 Favorable 
Ki-67 Adverso 
p21 Favorable 
Densidad de microvasos elevada Adverso 
CD5 Adverso 
 
 
